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論文内容要旨
 ゴヒ量
 目£尺
 有機アニオントランスポーター(organicaniontransportingpolypeptide,oatp)群は各種
 有機アニオンをナトリウム非依存的に細胞内へ輸送する。また,ヒト肝特異的有機アニオントラ
 ンスポーター1iver-specificorgallicaniollもrallsporter-2(LST-2)は各種消化器癌細胞におい
 て著明に発現し,癌細胞のmetho七rexate(MTX)に対する感受性を規定する可能性が示唆さ
 れている。
目的
 腫瘍に発現する新規有機アニオントランスポーターの単離と機能解析を行う。
方法
 LST-2のアミノ酸配列を用いてexpressedsequencetags(EST)データベース検索を行い
 rapidamplificationofcDNAends(RACE)法を用いて新規ヒト有機アニオントランスポー
 ターを単離した。逆転写PCR法および定量的逆転写PCR法により各種臓器,各種消化器癌細
 胞株でのmRNA発現を検討した。また,AnaeroPackシステムを用いた低酸素状態における
 NUGC-4細胞株でのmRNA発現を定量的逆転写PCR法により検討した。機能解析として,ア
 フリカツメガエル卵母細胞発現系およびHEK293細胞株を用いた強制発現系により各種放射性
 同位元素標識化合物の輸送能を検討した。
結果
 RACE法により新規ヒト有機アニオントランスポーターLST-3aと,そのアイソフォームで
 あるLST-3b,LST-3cを単離した。疎水性解析によりLST-3bはoatp/LST群に特徴的な12
 回膜貫通構造を有すると予測されたが,LST-3a,LST-3cはそれぞれ11,13回の膜貫通構造を
 有すると予測された。また遺伝子構造の解析により,LST-3aは単一の遺伝子に由来すると考え
 られたが,LST-3bとLST-3cはLST-2とLST-3aの2つの遺伝子に由来する転写産物である
 と予測された。逆転写PCR法および定量的逆転写PCR法により,これらはヒト肝特異的に発
 現することが明らかとなった。また,LST-3aはKato皿細胞様やNUGC-4細胞株などの各種消
 化器癌細胞株に著明に発現していた。一方低酸素状態では,NUGC-4細胞株のLST-3bmRNA
 発現量が有意に増加した。アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いた機能解析ではLST-3a
 はMTXを濃度依存的かつ飽和的に取り込み,κ“マ値は17.3μMであった。HEK293細胞株を
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 用いた強制発現系での検討では,LST-3bは硫酸デヒドロエピアンドロステロン
 (dehydroepiandrosteronesulfate、DHEAS),タウロコール酸,エストラジオール17β一D一グ
 ルク日工ドを有意に取り込んだ。LST-3bによるDHEASの取り込みは濃度依存的かつ飽和的
 でありκ〃1値は26・4μMであった。しかし,LST-3eは検討したいずれの基質も輸送しなかった。
考察
 新規ヒト肝特異的有機アニオントランスポーターLST-3aとそのアイソフォームであるLST-
 3b,LST-3cを.単離した。
 LST-3aは各種消化器癌細胞株に著明に発現しMTXを有意に取り込んだことから,抗癌剤デ
 リバリーの新たな標的分子として有用である可能性が示唆された。
 LST-3bはDHEASやタウロコール酸を有意に取り込み,ヒト肝細胞におけるこれらの基質
 輸送に関与する可能性が示唆された。また,低酸素状態におけるNUGC-4細胞株でLST-3b
 mRNA発現が著明に増加した。DHEASはウサギ腎近位尿細管や低酸素状態でのラット神経系
 において細胞保護作用を有することが報告されていることから,低酸素状態におけるLST-3b
 発現増加とDHEAS輸送は,低酸素状態での癌の細胞生存に有利に働く・∫能性が示唆された。
 しかし癌におけるDHEASの役割に関しては十分には解明されておらず,さらに詳細な検討が
 必要と考えられた。
 機能的には,LST-3bはoatp/LST群に特徴的な幅広い基質認識性を有する一方,LST-3aは
 MTXに限定した基質認識性を示し,LST-3cは基質輸送能が認められなかった。これまで11回
 膜貫通構造を有する有機アニオントランスポーターとしてラットrlst-1が単離され,LST-3aと
 同様に基質認識性が狭いことが報告されている。また,ラット胆管上皮細胞管腔側に発現し胆汁
 酸を取り込むapicalsodium-dependentbileacidtrallsporter(ASBT)は選択的スプライシ
 ングによりその発現部位と基質輸送方向を変化させることが報告されている。このような蛋白構
 造の変化と機能との相関について今後のさらなる検討が必要であると考えられた。
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 審査結果の要旨
 有機アニオントランスポーター(organicaniontransportingpolypeptide,oatp)群は様々
 な臓器における有機アニオンの細胞膜輸送に関与する。また近年,ヒト肝特異的有機アニオント
 ランスポーター1iver-specificorganicaniontransporter-2(LST-2)が各種消化器癌細胞の
 methotrexate(MTX)に対する感受性を規定する可能性が示唆されている。本研究は腫瘍に発
 現する新規有機アニオントランスポーターの単離と機能解析を行うことを目的としている。
 LST-2のアミノ酸配列を用いてexpressedsequencetags(EST)データベース検索および
 rapidamplificationofcDNAends(RACE)法を用いて新規ヒト有機アニオントランスポー
 ターを単離した。逆転写PCR法および定量的逆転写PCR法により各種臓器,各種消化器癌細
 胞株でのmRNA発現を検討した。機能解析では,アフリカツメガエル卵母細胞発現系および
 HEK293細胞株を用いた強制発現系により各種放射性同位元素標識化合物の輸送能を検討した。
 RACE法により新規ヒト有機アニオントランスポーターLST-3aと,そのアイソフォームで
 あるLST-3b,LST-3cを単離した。疎水性解析によりこれらはそれぞれ11,12,13回の膜貫通
 構造を有すると予測された。またLST-3aは単一の遺伝子に由来すると考えられたが,LST-3b
 とLST-3cはLST-2とLST-3aの2つの遺伝子に由来する転写産物であると予測された。逆転
 写PCR法および定量的逆転写PCR法により,これらはヒト肝特異的に発現することが明らか
 となった。またLST-3aは各種消化器癌細胞株に著明に発現し,LST-3bは低酸素状態における
 胃癌細胞株で発現が有意に増加した。機能解析では,LST-3aはMTXのみを,LST-3bは硫酸
 デヒドロエピアンドロステロン,タウロコール酸などを有意に細胞内へ取り込んだ。しかし
 LST-3cは検討したいずれの基質も輸送しなかった。以上よりLST-3aは各種消化器癌細胞での
 MTX輸送に関与し,LST-3bはヒト肝細胞における硫酸デヒドロエピアンドロステロンやタウ
 ロコール酸の輸送に関与する可能性が示唆された。また,LST-3bはoatp/LST群に特徴的な幅
 広い基質認識性を有する一方,LST-3aはMTXに限定した基質認識性を示し,LST-3cは基質
 輸送能が認められなかった。このような基質認識性の違いと膜topologyの関係は今後の検討が
 必要であるが,本研究はこれを解明する上で重要な仕事であり,また消化器癌での化学療法の基
 礎研究となりうる。
 審査の結果,第一次審査で指摘された点が適切に修正されており,本論文内容が十分学位に値
 することが確認された。
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